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【緒言】
　我々は通常、24時間周期の明暗環境に合わせて生活して
いる。これは体内に存在する時計機構すなわち体内時計が
外界の明暗周期に正確に同調しているためである。体内時
計のはたらきによる概日時計は生理機能や振る舞いの日内
変動にとって必須の要素である。概日時計は視交叉上核に
中枢が存在する中枢時計と様々な末梢組織に存在する末梢
時計で構成されている。哺乳類においては光が概日時計の
主要な日周性のリセットシグナルであり、中枢時計がそれ
を受け取って末梢時計を同調させる。末梢時計は栄養状態
など光以外のシグナルを受け取り、各末梢組織のはたらき
を規定・調整している。体内時計の分子基盤は時計遺伝子
と呼ばれる遺伝子産物のタンパク質が相互に作用し、
フィードバックループを形成することによると考えられて
いる。体内時計の乱れは様々な疾患を引き起こすことから
近年、治療目的に体内時計に作用する物質を探索する研究
が盛んにおこなわれている。ところで、体内時計は３要素
からなる。すなわち周期、位相、振幅である。そこで本研
究では、人類が古来より様々な薬効を天然資源に求め、そ
の知識の蓄積として伝わったものである漢方薬が体内時計
に作用するかどうか明らかにするため、以下の３要素に焦
点を当てて実験を行った。位相に対する影響を調べるのは
手間がかかるので、ここではマウスへの一過性の投与刺激
による肝臓での時計遺伝子発現の変動を調べ、その変化で
位相に影響を及ぼす可能性について推測した（実験１）。周
期と振幅に及ぼす可能性については、マウス胎仔繊維芽細
胞（MEF）において時計遺伝子のひとつであるPer2の発
現リズムを１週間計測し、培地中に漢方薬や生薬を添加し
調べた（実験２）。さらにその結果見出された体内時計に作
用する可能性のある生薬に含まれる成分の抽出・分画およ
びその評価をおこなった（実験３）。
【実験１】マウス肝臓の時計遺伝子発現に対する漢方薬の影
響
　ICRマウスに対し市販漢方薬の経口投与を実施した。用
量は製剤ごとに異なるためにそれらを基に算出した500- 
600mg/kg BWとし、0.1mL/10g BWで投与した。投与２時
間後に肝臓を採取し、時計遺伝子発現量をリアルタイム
RT-PCRで定量した。
　市販漢方製剤138種のうち、30種に時計遺伝子発現に影響
を及ぼすものが見出されたが、Per2, Bmal1, Rora, Rev-
erbaの各遺伝子の発現変動パターンで、位相変化を予想で
きる漢方薬は見いだせなかった。また、本実験では補正で
用いた18s-rRNAの値が安定しなかったために、定量的な
解析はできず、増減の傾向として判断した。
【実験２】マウス胎仔繊維芽細胞（MEF）の概日時計リズ
ム周期や振幅に対する漢方薬や生薬の影響
　時計遺伝子Per2の下流にホタルルシフェラーゼのDNA
を導入したマウス由来のMEFを用いたアッセイ系により
Per2の発現リズムを測定し、発現リズム周期ならびに振幅
への影響を調べた。前年度の実験で作用を認めた30種の漢
方製剤と、それぞれの生薬構成に類似する生薬構成の漢方
製剤13種、合わせて42種と、これらの漢方薬を構成してい
る生薬34種のエキス粉末を株式会社ツムラより提供いただ
いた。さらに市販の138種の漢方薬についても改めて評価し
た。各漢方薬や生薬はそれぞれ100µg/mLとなるように培地
に添加した。
「１」34種類の生薬の作用
　評価をした34種の生薬のうち、白朮（ビャクジュツ）と遠
志（オンジ）の２種に関して溶媒である滅菌水群と比べて
有意なPer2発現リズムの周期短縮作用が観察された。その
後の再実験の結果遠志にのみ再現性が確認された（図１）。
また、遠志を含む市販漢方薬（帰脾湯、加味帰脾湯）につ
いても同様の作用が観察された。評価した生薬34種のうち、
遠志では再現性のあるPer2発現リズム周期短縮作用が観
察された。また遠志を含有する市販漢方製剤でも遠志によ
る作用が観察され、それらと遠志以外の生薬構成が類似す
る補中益気湯では周期短縮作用が観察されなかった。
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図１　遠志および白朮のPer2発現リズム周期
遠志はPer2遺伝子の発振周期を約２時間短縮した。
人間総合研究センター・井深基金研究プロジェクト
－ 242 －
人間科学研究　Vol. 26, No. 2（2013）
「２」市販の138種類の漢方薬のPer2発現リズム周期と振幅
に対する作用
　前年度の位相を調べる作用で見落とした可能性があるの
で、今回、138種類の漢方薬をあらためて、Per2発現リズ
ム周期と振幅に対する作用を調べた（表１）。
　振幅と周期についての強い相関性は見られなかった。た
だし印象的には、周期を延長する漢方薬は、振幅を低下さ
せるものも多いと言え、生薬として柴胡を含む漢方薬に多
く見られた。また、振幅が急激に低下する漢方薬には、黄
芩、黄連、黄柏を含むものが多かった。今回も、遠志を含
む漢方薬の再現性は認められた。振幅を低下させる要因は
種々考えられるので、今後は、振幅にあまり影響を及ぼさ
ない（対照群の80％）で、周期に影響を与える（１時間前
後延長もしくは短縮）漢方薬に注目することにした。
　逆に周期に影響を与えず、振幅を増大させる漢方薬は、老
化などで振幅は減弱した状態を改善する漢方薬になりうる。
もちろん周期に影響を与える漢方薬は、極端な夜型や朝型
の治療に効果的である。
【実験３】遠志に含有する周期短縮作用物質の探索
　乾燥、切製された遠志粉末から熱水抽出法を用いて得た
エキス粉末をKupchan分画により分画および分画物を評
価した。その結果遠志エキス粉末と同様の作用が観察され
た分画物をODS flash クロマトグラフィ（ODS flash CC）
により分画した。同様の評価を経て顕著な作用が観察され
た分画物を高速液体クロマトグラフィ（HPLC）を用いて
分画し、同様の評価をおこなった。評価は実験２と同様の
方法を用いてPer2発現リズムの周期短縮作用の確認によ
りおこなった。
Kupchan分画：得られた分画物のうち、クロロホルム層お
よび60％メタノール層にのみ遠志より抽出されたエキス粉
末と同様の作用が観察された。
ODS flash CC：Kupchan分画で得られたクロロホルム
層由来の、移動相70％アセトニトリルの分画物に顕著な作
用が観察された。
HPLC：出力波形を元に分割した区分のひとつに顕著な作
用が観察された（図２）。
　Kupchan分画により遠志に含まれる作用物質は中極性
のものであることが推測される。その後の高速液体クロマ
トグラフィでは一部区分に顕著な作用が観察されたが、今
後移動層を検討することで作用物質の単離ができる可能性
がある。単離が実現されれば核磁気共鳴分光法によりその
構造が決定され、体内時計の基礎理論解明に貢献できる。遠
志の含まれる漢方製剤が、周期延長と関連する睡眠相後退
症候群などの時計関連疾患の治療に応用できる可能性を強
く示唆した。
表１　138種類の漢方薬のPer2発現リズムの周期（横軸）ならびに振
幅（縦軸：溶媒群を100％とする）。
図２　高速液体クロマトグラフィによる分画物のPer2遺伝子発現周
期に及ぼす作用。5-2分画に作用化合物が含まれている可能性
を示す。
